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RESUMO 
 
O núcleo paratrigeminal (Pa5) atua como o sítio de entrada no no 
tronco cerebral das aferências oriundas dos nervos espinhais e 
pares cranianos V, IX e X e possui conexões eferentes para 
estruturas bulbares, pontinas e diencefálicas associadas às funções 
cardiorespiratórias e nociceptivas. Em nosso mapeamento, com o 
uso do neurotraçador anterógrado biocitina injetado nos nervos 
facial, mediano e ciático, foram evidenciadas marcações 
fluorescentes bilaterais, em diferentes regiões do núcleo 
paratrigeminal com clara disposição topográfica no sentido rostro-
caudal. Verificou-se também marcação fluorescente no núcleo 
reticular lateral (LRt) contralateral ao nervo ciático ou mediano 
injetado e no lado ipsilateral do núcleo rostroventrolateral do bulbo 
(RVLM) do nervo facial injetado. Na análise funcional, através da 
expressão da proteína intranuclear c-Fos nos neurônios do núcleo 
paratrigeminal, produzida por injeções de salina e formalina 
aplicadas nas regiões da face, patas dianteira e traseira, 
apresentaram-se nas mesmas regiões, caudais e rostral do núcleo 
verificadas no ensaio anatômico com biocitina. Esta expressão de c-
Fos desencadeada pela injeção de formalina apresentou uma maior 
intensidade nos neurônios do núcleo paratrigeminal ipsilateral ao 
nervo facial e contralateral aos nervos mediano e ciático injetados. 
Desta forma, o núcleo paratrigeminal pode ser considerado um dos 
primeiros locais, no tronco cerebral, para intregração dos estímulos 
nociceptivos oriundos do campo de inervação dos nervos facial, 
mediano e ciático aos reflexos vicerais. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O sistema nervoso é responsável pela nocicepção que tem 
como função detectar qualquer tipo de estímulo nocivo ao 
organismo. Este evento garante integridade e estado de bem-estar 
e ocorre através da correta interpretação pelo sistema nervoso 
central (SNC) dos estímulos desencadeados pelo sistema nervoso 
periférico (SNP) (Julius e Basbaum, 2001). Por outro lado, a dor 
pode ser definida como um fenômeno de caráter sensitivo e/ou 
emocional, que se caracteriza pela transformação dos estímulos 
nociceptivos ambientais e/ou corpóreos em potenciais de ação que 
através do SNP são transferidos ao SNC (Julius e Basbaum, 2001; 
Basbaum et al., 2009). A sensação dolorosa, deflagrada pelos 
nociceptores após a percepção de estímulos intensos e 
potencialmente lesivos é referida como sendo de caráter agudo ou 
fásico. Por outro lado o desencadeamento da reação inflamatória, 
seja humoral e/ou celular, subsequente à lesão é responsável pela 
instalação da fase tônica da dor (Tjölsen et al., 1992; Basbaum et 
al., 2009; Shields et al., 2010). Dentre os modelos animais o ensaio 
da formalina, que consiste na injeção de formaldeído diluído nas 
regiões de interesse, é aquele que melhor reproduz as diferentes 
fases reconhecidas da dor (Shields et al., 2010). Assim, nos estudos 
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experimentais a fase aguda é aquela observada nos primeiros 3 a 
15 minutos após a estimulação nociceptiva seja esta proporcionada 
por estímulos mecânicos, térmicos, químicos ou elétricos de alta 
intensidade. Já, a fase tônica, relacionada ao início do processo 
inflamatório, é observada normalmente até a primeira hora após a 
lesão (Abbadie et al., 1997; Shields et al., 2010). Outros ensaios 
comumente utilizados na avaliação da fase aguda da dor são o de 
estimulação mecânica graduada pelo equipamento de von Frey 
eletrônico, útil para detectar limiares de sensibilidade nociceptiva, o 
estímulo mecânico sustentado crescente (Randall e Selitto, 1957) e 
o estímulo térmico de Hargreaves que  utiliza-se de altas 
temperaturas fornecidas por uma lâmpada de halogênio aplicada na 
região de estudo do animal (Hargreaves et al., 1988). Entretanto, 
todos estes testes apenas avaliam a resposta fásica à estimulação 
nociceptiva. 
Na clínica médica e veterinária a dor pode ser classicada em 
aguda e crônica, porém esta classificação tem conotação diversa 
daquela utilizada nos estudos de dor experimental. Neste caso os 
termos agudo e crônico referem-se ao período de duração do 
fenômeno que normalmente é medido em meses. Alguns autores 
classificam a dor crônica como sendo aquela que persiste por 
período superior a três ou seis meses (Von Korff et al., 1992), 
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enquanto outros autores, tomando como exemplo a lombalgia, 
referem a dor crônica como sendo aquela que se manifesta por um 
período superior a 12 meses. Além disso a dor crônica em seu 
aspecto clínico é usualmente associada à um quadro patológico 
persistente (Tamcan et al., 2010).  
A transmissão e processamento dos estímulos nociceptivos e 
dolorosos tem como início a deflagração dos estímulos por 
diferentes tipos de nociceptores capazes de detectar os estímulos 
dolorosos, térmicos, mecânicos e químicos. Na pele e mucosas 
encontram-se os mecanorreceptores e termorreceptores e nos 
tecidos internos encontram-se os quimiorreceptores e 
osmorreceptores (Julius and Basbaum, 2001; Basbaum et al., 
2009). As fibras sensitivas primárias dividem-se em dois tipos, as 
do tipo A (α, β e δ) e do tipo C, entretanto apenas as do tipo Aδ e C 
seriam responsáveis pela transmissão de estímulos dolorosos. As 
fibras do tipo A-δ possuem grande calibre, são mielinizadas e 
transmitem os impulsos nervosos com alta velocidade de condução 
(~20 m/s); sendo as responsáveis pela mediação da dor de 
qualidade rápida, aguda e lacinante. As fibras A-δ podem ser 
divididos em 2 classes, as do tipo I e II de acordo com o limiar de 
resposta ao calor, a sensibilidade à capsaicina e a capacidade de 
serem afetadas por mediadores inflamatórios. As fibras A-δ I 
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respondem ao calor intenso (acima de ~52°) e são insensíveis à 
capsaicina; as fibras A-δ II respondem ao calor moderado (~43°) e 
são sensíveis à capsaicina. As fibras do tipo C, por outro lado, 
possuem pequeno calibre, não são mielinizadas e transmitem os 
impulsos nervosos com baixa velocidade de condução (~1 m/s). 
Este tipo de fibra responde a dor lenta de caráter em queimação 
provocada por estímulo nocivos. Indiferente ao tipo de fibra, estas 
conduzem os diferentes tipos de estímulos nocivos até seu 
respectivo nível na medula espinhal e esta ao tálamo para o 
processamento do tipo de resposta dolorosa (Julius and Basbaum, 
2001; Basbaum et al., 2009). 
A condução da nocicepção (dor) pelo SNC é realizada pela via 
espinotalâmica que projeta ao tronco cerebral e tálamo. A 
sinalização desta dor, de aspecto sensorial e discriminativo, ascende 
via tálamo para o córtex sensorial primário. Esta via, no caso dos 
nervos espinhais, possui seu primeiro neurônio situado no gânglio 
da raiz dorsal do nervo espinhal e o segundo neurônio situado no 
corno dorsal da medula espinhal, ou seja, nas lâminas I, II e V. Os 
axônios destas células cruzam o plano mediano e ascendem pelo 
funículo ântero-lateral em direção ao núcleo ventral póstero-lateral 
do tálamo (VPL) passando pelo núcleo rostro ventrolateral da 
medula (RVLM), periaqueduto cinzento (PAG) e núcleos 
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parabraquiais (PB). Por outro lado, no caso dos nervos cranianos o 
primeiro situa-se no gânglio do nervo correspondente e o segundo 
neurônio situa-se no núcleo sensitivo do mesmo nervo o qual fará 
sinapse com o terceiro neurônio localizado no núcleo ventral 
póstero-medial do tálamo (VPM). Do tálamo, ambas as vias 
nociceptivas originárias dos nervos espinhais ou cranianos projetam 
para o giro pós-central do córtex cerebral tendo distribuição 
topográfica de acordo com a organização somatosensitiva cortical 
(Shammah-Lagnado et al., 1992) seguindo, tanto a nível de tálamo 
quanto cortical, nas vias ascendentes em uma representação 
topográfica tanto no tálamo quanto no córtex condizente àquela dos 
nervos periféricos (Ren et al., 2009; Castro-Alamancos, 2004; 
Palecek et al., 2002). Já a interpretação da dor emocional é 
codificado pelo sistema límbico (Ansah et al., 2010; Allen et al., 
1991). 
O processamento da informação associada à nocicepção 
coluna dorsal-paratrigeminal, embora ainda pouco estudada, 
segueria caminho diverso daquela associada a dor via 
espinotalâmica. Há consistentes indícios de que o núcleo 
paratrigeminal e os núcleos parabraquiais estejam envolvidos na 
nocicepção (propriocepção) oriunda do campo de inervação do 
nervo trigeminal (Yamazaki et a.l, 2008). Tanto o segmento 
Introdução 
 
 
 
9 
extremo rostral do núcleo paratrigeminal (Figura 01; Caous et al., 
2001) como os núcleos parabraquiais (que também recebem 
aferências da região rostral do núcleo paratrigeminal) projetam para 
o VPM (Saxon e Hopkins, 1998).  
O núcleo paratrigeminal é uma coleção de neurônios 
multipolares, localizados entre a região dorsal do trato espinhal e no 
segmento que acompanha a porção interpolar do núcleo trigêmeo e 
possui aproximadamente 1500 µm de comprimento no sentido 
caudo-rostral (Phelan e Falls, 1989; Chan-Palay, 1978 a-b). Este 
núcleo atua como o sítio de entrada no tronco cerebral das 
aferências nociceptivas oriundas dos nervos espinhais (Panneton e 
Burton, 1985) e pares cranianos V (Yamazaki et al., 2008; Okamoto 
et al., 2006; 2009); IX (Panneton e Burton, 1985; Boucher et al., 
2003) e X (Bereiter et al., 2000; Altschuler et al, 1989), e tem 
conexões eferentes para estruturas medulares, pontinas e 
diencefálicas (Caous, et. al., 2001) associadas às funções 
cardiorespiratórias e nociceptivas (Caous et a., 2001; Yu, et. al., 
2002) (Figura 01). A maioria dos estudos vinculam o núcleo 
paratrigeminal a via de dor orofacial associada às aferências 
nociceptivas do trigêmeo (Marfurt, 1981; Salt and Hill, 1983; 
Marfurt and Turner, 1984; Cechetto et al., 1985; Yamazaki et al., 
2008; Ro et al., 2003; Panneton e Burton 1981;1982;1985).  
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A
B
 
Figura 1. Conexões do núcleo paratrigeminal (Pa5). A. Representação esquemática das 
projeções eferentes do Pa5 aos núcleos rostroventrolateral da medula (RVLM), reticular 
lateral (LRt), parabraquial (PB), ambíguo (Amb), trato solitário (NTS) e ventral póstero 
medial do tálamo (VPM); e aferências dos nervos trigêmeo (V); vago (X) e glossofaríngeo 
(IX). As setas com ponta dupla mostram conexões bidirecionais entre os componentes do 
circuito neural que atuam no controle do reflexo cardiovascular e a seta tracejada 
mostrando aferências barorreflexas e quimiorreflexas para o NTS e Pa5. A esquerda da 
figura foram listadas as funções fisiológicas relevantes de algumas estruturas. A inserção 
mostra uma visão lateral do cérebro do rato representa o nível aproximado das secções 
representadas (A,B,C e D). B. Representação esquemática do tamanho e forma do Pa5 e 
estruturas que recebem projeções do núcleo (Caous et al., 2001). 
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 Alguns estudos imunohistoquímicos de expressão da proteína 
nuclear c-Fos mostraram que animais que receberam estímulos 
mecânicos e/ou inflamatórios (Yamazaki et al., 2008; Okamoto et 
al., 2006; Ro et al., 2003) e luminoso de alta intensidade (Okamoto 
et al., 2009) aplicados na região orofacial induziram a expressão 
desta proteína nos neurônios do núcleo paratrigeminal, indicando a 
ativação destes. A expressão de c-Fos também foi verificada nos 
neurônios do núcleo paratrigeminal após eletroestimulação no nervo 
hipoglosso (Bereiter et al., 2000), aplicação de capsaicina ou 
nicotina na mucosa da faringe (Boucher et al, 2003) e injeção de 
formalina no trato alimentar e lábios (Ma et al., 2005). Entretanto, 
estudos recentes introduzem o núcleo paratrigeminal na via 
nociceptiva das aferências sensitivas oriundas da pata traseira de 
ratos. Esta participação do núcleo paratrigeminal com aferências 
ciáticas é vista quando lesões físicas ou funcionais no núcleo 
paratrigeminal causam alterações comportamentais e respostas 
somatosensitivas (Koepp et al., 2005, 2006; Yu et al., 2002). Já em 
outro estudo se verificou que a eletroestimulação do nervo ciático 
produziu resposta somatosenitiva ou reflexo somatosimpático no 
núcleo paratrigeminal (Caous et al., 2008). A indicação promulgada 
por estes achados de que este núcleo poderia estar envolvido no 
processamento nociceptivo advindo de outros nervos que não o 
Introdução 
 
 
 
12 
nervo trigêmeo nos levou a investigar a possibilidade de aporte 
nociceptivo ao núcleo paratrigeminal de outros campos de 
inervação. Assim, em função das suas respectivas importâncias na 
clínica médica, optamos por investigar as aferências dos nervos 
ciático, mediano e facial ao núcleo paratrigeminal.  
O nervo ciático é representativo da região sensitiva posterior e 
plantar do membro traseiro (inferior em humanos) e tem suas 
raízes no plexo lombar nas últimas vértebras lombares (L3 a L5) à 
primeira vértebra sacral (S1) (Figura 02). A compressão e 
consequente inflamação destas raízes nervosas estão associadas à 
manifestação clínica das lombalgias e lombociatalgias crônicas que 
segundo diversos autores acometem aproximadamente 65% da 
população adulta trabalhadora em centros industriais podendo 
causar dor grave, insuportável, sendo esta incapacitante e 
responsável pelo maior motivo de afastamento do trabalho também 
como das atividades de vida diária (AVD`s), além de representar 
altos custos financeiros (Tamcan et al., 2010; Maniadakis and Gray, 
2000, Andersson et al., 1983). 
As cervicobraquialgias, devidas à compressão das raízes 
nervosas do plexo braquial, também acarretam grande desconforto 
físico prejudicando principalmente atividades que dependam de 
destreza manual, a exemplo da escrita ou digitação de textos, ou de 
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esportes específicos. Citamos ainda como exemplos situações que 
resultam da inflamação de nervos etiologicamente associados à 
epicondilite lateral ou “cotovelo de tenista”, resultado da inflamação 
do ramo radial do plexo braquial e consequente lesão dos músculos 
extensores do punho e a síndorme do túnel do carpo, por sua vez, 
causada pela inflamação do túnel do carpo e consequente 
compressão do nervo mediano. Tanto o nervo mediano como o 
radial e o nervo ulnar assim como o nervo axilar têm origem no 
plexo braquial, cujas raízes se encontram entre a quinta vértebra 
cervical (C5) e a primeira vértebra torácica (T1) (Figura 02; 
Costabeber et al., 2010). Conjuntamente promovem a inervação 
motora e sensitiva da pata dianteira (ou membro superior em 
humanos), ombro e pescoço. A região posterior da pata dianteira e 
região plantar (região ventral do braço, antebraço e fáscia palmar 
em humanos) tem inervação mista provida pelas fibras dos ramos 
do nervo mediano (Costabeber et al., 2010). 
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Figura 02. Esquema ilustrativo. Em A, as raízes nervosas e seus 
respectivos níveis vertebrais dos plexos braquial e lombar de humanos. 
Vemos ainda o tronco dos nervos mediano e ciático (adaptada de 
Dangelo e Fattini, 2002). Em B e C imagens ilustrativas dos plexos 
braquial e lombar de ratos (adaptadas de Greene, 1955). 
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Não obstante, o impacto representado pelas diferentes inflamações 
do nervo trigêmeo (par craniano V) ou de seus ramos na incidência 
clínica, principalmente na associação às neuralgias, enxaquecas ou dor 
têmporomandibular, à procura por atendimento clínico motivado por 
situações de dor facial e cervical causadas por inflamação do nervo facial 
(VII par craniano) também se apresenta de forma significativa (Valença, 
2001). Por este nervo representar a inervação sensitiva (motora) 
cutânea e subcutânea da região labial e supralabial da face, pescoço, 
couro cabeludo, inervação das glândulas salivares, lacrimais e da corda 
do tímpano assim como, da sensação gustativa nos dois terços 
anteriores da língua e principalmente por ser menos estudado clinica e 
experimentalmente, optamos investigar a projeção das suas fibras para 
o buldo dorsolateral de ratos (Figura 03; Phillips and Bubash, 2002).  
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A B
ramos bucais
    (labiais)
tronco do nervo
    facial (VII)
    ramo
mandibular      ramo
   cervical
nervo facial (VII)
    (intermédio)
C
n. abducente (VI)
n. vestibulococlear (VIII)
n. glossofaríngeo (IX)
n. vago (X)
n. hipoglosso (XII)
n. acessório (XI)
n. trigêmeo (V)n. troclear (IV)
n. oculomotor (III)
 
Figura 03. Esquema ilustrativo evidenciando em A, os ramos cervical, 
mandibular e labial do nervo facial (VII) de ratos, e em B a representação do 
ramo labial do nervo facial de humanos. Na imagem C, imagem da vista 
anterior do tronco cerebral de humano e a representação esquemática das 
raízes nervosas dos nervos cranianos; e em destaque o nervo facial (VII). 
* Imagem A adaptada do atlas de anatomia do rato de Eunice Chace Greene, 
1955; Imagens B e C adaptadas do atlas de anatomia humana de Frank H. 
Netter, 1998.    
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Portanto, os objetivos deste estudo foram comparar do ponto de 
vista anatômico e funcional a organização topográfica das projeções 
oriundas das fibras dos campos de inervação dos nervos ciático, 
mediano e facial. Os resultados são apresentados na forma de dois 
manuscritos os quais abordam a determinação das vias aferentes destes 
nervos com o uso de neurotraçadores de transporte anterógrado e 
retrógrado e estudos funcionais relativos a ensaios de formalina 
aplicados nos respectivos campos de inervação destes nervos. 
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3.1 ABSTRACT 
 
The nociceptive projections of the sciatic, median and facial nerves to the 
paratrigeminal nucleus were investigated by means of an anterograde 
transport tract tracer biocytin. The functional association of these 
neuronal pathways to nociception was investigated by the application of 
formalin solution to the respective innervation fields and the evaluation 
of c-Fos nuclear protein expression in the paratrigeminal nucleus. 
Fluorescent immunostaining revealed bilateral input fields of the facial, 
median and sciatic nerves topographically ordered in a rostral-caudal 
direction, according to the anatomic disposition of the nerve roots. The 
ipsilateral facial nerve projection was of higher density than that of the 
contralateral side while the mediam and sciatic nerve projections 
displayed higher density in contralateral side to the injected nerve. The 
facial, median and sciatic nerve input sites were positioned in 
paratrigeminal nucleus regions that originate projections to the 
rostroventrolateral medulla (RVLM) and the lateral reticular nucleus, 
respectively. Formalin injections to the supralabial facial regions or the 
forepaw and hind paw plantar regions produced c-Fos protein expression 
in bilateral paratrigeminal regions that superimposed on the respective 
nerve input fields. Thus, in the case of the spinal nerves, the  biocytin 
labeled fibers delineate a dorsal column-paratrigemial nocieptive 
pathway that distributes to medullary structures associated the control 
of visceral reflexes. This segmented organization of visceral responses 
would permit the differential managing of cardiovascular and respiratory 
reflexes adjusted to the compromised nociceptive innervation field.  
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3.2 INTRODUCTION 
 
The paratrigeminal nucleus (Fig. 01), a component of the 
interstitial system of the spinal trigeminal tract, portrays anatomical 
characteristics that evidence substantial functional heterogeneity [15, 
49], but for long has been associated with a role in the processing of 
orofacial nociceptive information [4, 38, 39, 47]. Insomuch this small 
structure of the dorsal lateral medulla was believed to receive primary 
somatosensory input specifically from the oral cavity and from the upper 
alimentary and respiratory tracts through polymodal and chemosensitive 
high-threshold C fibers [3, 22, 24, 47, 53]. 
 Chemical, thermal or mechanical stimulation of tongue nociceptors 
[17], facial cutaneous nociceptors [25, 57, 64] laryngopharyngeal mucosa 
[12], or electrostimulation of the hypoglossal nerve [8] up regulates c-Fos 
nuclear protein [20, 51] expression in rat paratrigeminal neurons. Others 
have shown that irritants applied to the urinary bladder may also 
produce paratrigemial nucleus c-Fos expression [11]. Notwithstanding 
evidence that nociceptive stimulation of facial, hypoglossal and pelvic 
spinal nerve innervation fields can cause paratrigeminal neuron 
activation, continued investigations focused on relating paratrigeminal 
neuron activation to noxious stimulation of the different trigeminal 
branch innervation fields. Diverse stimuli such as intense luminous 
stimulation [45] applied to the cornea, inflamatory agents applied to the 
temporomandibular joint [7, 9, 63] or to the masseter muscle  [44] or 
amonia produced nasal stimulation [24] were found to promoted c-fos 
gene expression in paratrigeminal nucleus. However, other investigators 
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suggested that the paratrigeminal nucleus may subserve as part of the 
neuronal substrate for somatovisceral and viscerovisceral reflex 
activation [41] associated with nociceptive stimulation [10, 25, 57]. 
Nevertheless the demonstration that paratrigeminal chemical disruption 
or pharmacological blockade reduces the blood pressure changes 
produced by noxious sciatic nerve stimulation [14,34,63] that clearly 
linked the paratrigeminal nucleus to the activation of somatosensory 
reflexes as the result of noxious stimulation of spinal nerve sensory 
imputs. Further investigation led to the description a sciatic nerve-
paratrigeminal pathway that ascends via the spinal dorsal column to the 
dorsal lateral medulla [2]. 
 Building on our experience with sciatic nerve projections to the 
paratrigeminal nucleus [2] we investigated the median and facial nerve 
projections to the dorsal lateral medulla and compared them to those of 
the sciatic nerve by means of biocytin tract-tracer applied to these 
peripheral nerves. We also compared the topographical distribution of 
the input sites of these nerves to that of nuclear c-Fos protein expression 
produced by nociceptive stimulation applied to regions of their respective 
innervation fields.  
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3.3 MATERIALS AND METHODS 
 
3.3.1. Animal care and handling  
  
Animal care, handling and housing as well as the surgical 
procedures and research protocols were conformed to the guidelines 
principles for animal experimentation as enunciated by the International 
Association for the Study of Pain and also approved by the internal Ethics 
Committee of the Universidade Federal de Sno Paulo, UNIFESP (CEP. 
1009/09). All animals received food and water ad libitum after surgery and 
care was taken to ensure that animals did not suffer at any stage in the 
experimental procedure. 
 
3.3.2. General procedures 
  
Three-month-old male normotensive Wistar (Wistar EPM-1 strain) 
rats weighing 280–300 g were anaesthetized with thiopental 20 mg kg-1 
and chloral hydrate 300 mg kg!1, i.p. Animals that did not attain an 
adequate anesthesia level within the first 7–10 min after anesthetic 
administration were not used. The level of anesthesia was verified before 
and during surgery by evaluating vibrissa movement, tail tonus, breathing 
rate and response to external stimuli. This protocol ensured that animals 
remained under complete anesthesia for at least 60 minutes. A local 
anesthetic (2% xylocain solution; Astra-Zeneca, Cotia, SP, Brazil) was 
applied to the incision surfaces before suture and a wide spectrum of 
veterinary antibiotic was administered by intramuscular route. For up to 3 
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days of the post sugery survival period the animals received an analgesic 
(sodium diclofenac, 3 mg/kg/day; Medley S/A, Campinas, SP, Brazil). All 
animals were individually housed in 30×20×20 cm plastic cages for 
recovery. 
 
3.3.3. Neurotracer injection in the facial, median and sciatic nerves 
 
 The anterograde trans ganglionic and trans synaptic transport tract-
tracer [26,32] biocytin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was applied to 
the facial nerve (n=3) or the median and sciatic nerves (n=3) of 
anaesthetized animals. Following trichotomy and incisions of facial, 
axillary or inguinal skin the masseter, the choric median or gluteus 
muscles were retracted to expose the facial, median and sciatic nerves, 
respectively.  With a 15 Fm (tip diameter) glass micro pipette, connected to 
a 10 Fl precision syringe (Hamilton, Reno, NE, USA), 5 Fl of 10% w/v 
biocytin, suspended in 0.05 M Tris buffer (pH=7.5), was delivered beneath 
the nerve sheaths. Five minutes was allowed for absorption helped by 
gently flexing and extending the limbs or compressing the facial area. The 
dissection and biocytin injection was done with the help of a surgical 
microscope (Carl Zeiss, Germany), and the preparations were observed to 
ensure that no leakage occurred. Incisions were sutured and animals were 
individually housed. The survival period of facial nerve injected animals 
was 48 hours while the median and sciatic nerve-injected animals were 
sacrificed at 96 and 240 hours after the track-tracer  injections to the 
respective nerves. 
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3.3.4. Formalin test.   
 
 Formalin 2.5% (w/v) in sterile saline was applied, in the form of 50 
Fml injections, to the right supra labial facial region, fore- and hind paws 
of 12 rats (n=3 per group).  Three animals were handled similarly did not 
receive formalin injections. Pain focused behaviours such as orofacial 
grooming lip or paw licking or paw jerks respectively produced by facial 
or paw formalin injections were monitored in 5 minute intervals for one 
hour of the 2 hour post formalin survival period. The occurrence of paw 
jerk events were counted by a second observer. 
 
3.3.5. Histological procedures.  
  
Following the planned survival periods animals were deeply 
anaesthetized with 80 mg kg!1 i.p., of sodium pentobarbital and 
transcardially perfused with 200 ml of 0.9% saline and 200 ml of cold 
4% paraformaldehyde solution in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS). 
Brains were removed and overnight cryoprotected in a 4% 
paraformaldehyde, 30% sucrose solution. Coronal serial sections were 
cut at 40 Fm on a HM 500 cryostat (Microm, Waldorf, Germany). 
Otherwise, agar-embedded medullas were sectioned at 40 Fm in series 
using a vibrating microtome (VT 1000, Leica, Germany).  
 
3.3.6. Immunofluorescence 
 Mounted on gelatin-coated slides, biocytin-label ed slices were 
incubated for 24 h in 1:1500 streptavidin-FITC conjugate (Sigma) in 0.2 
M PBS. Histological slices were washed in 0.1 M, pH 7.4 PBS three times 
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for 10 min. The slides were then cover slipped with Fluoromount G 
(Electron Microscopy Science, Washington, USA) for analysis. Images 
were captured on an Axiovert 135 microscope (Carl Zeiss, Germany) 
equipped with fluorescent epi-illumination coupled to a digitalized image 
acquisition and morphometric analysis system (Metamorph, Mollecular 
Devices, West Chester, PA, USA). Fluorescence intensity was measured 
as relative color density. The background density readings and those 
from respective brain regions  of animals that did not receive biocytin 
injections but were processed in identical manner as the neuronal tract-
tracer treaded animals were subtracted from the readings of the 
experimental animals.    
 
3.3.6. Immunohistochemistry 
 
 The protocol was established based on preliminary antibody 
titration and incubation condition assays. Medulla sections were 
processed for free-floating immunohistochemistry according to the 
avidin-biotin-peroxidase method. Sections were incubated in 1% H2O2 
for 30 minutes followed by permeabilization with 0.1M, pH 7.4 phosphate 
buffer (PB) and incubated in 1% BSA for another 30 minutes. Sections 
were then incubated overnight at 4̊C with rabbit polyclonal antibody 
against c-Fos (1:1000, Calbiochem). After washing 6 times in PB sections 
were incubated for 2 h at room temperature with the secondary antibody 
(biotinylated goat anti-rabbit, Vector Laboratories, Burlingame, CA) 
followed by amplification with an avidin-biotin complex (Vectastain-Elite 
ABC kit; Vector Laboratories) and were visualized with 3,3’-
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diaminobenzidine tetrachloride (DAB, Sigma-Aldrich). The sections were 
rinsed in PB, dried and mounted on gelatin-coated slides and 
coverslipped. Control sections that were processed without primary 
antiserum displayed no specific staining. The number of labeled nuclei 
were automatically counted and average labeling intensities of 
paratrigeminal cell nuclei  computed under light microscopy using an 
Axiovert 135 microscope coupled to a Metamorph image acquisition and 
analysis system (Molecular Devices, USA). The criteria established for c-
Fos immunolabeling of neuron nuclei was a relative density of 400 AU 
over that of neighboring background.  Labeled neuron nuclei were 
automatically counted and the average c-Fos labeling density was 
computedfor each of the labeled paratrigeminal regions of the 3 animals.  
 
3.3.7. Data analysis 
 
 All results are expressed as means ± SD of 3 experiments, as 
indicated. Statistical analysis of the data was performed using one-way 
ANOVA, followed, when appropriate, by Student–Newman–Keuls test for 
unpaired samples. As for the data concerning the formalin test, the 
behavior of orofacial, front- and hind paw injected animals during the 
first 60 min of the 2 hour observation period  of the 3 animals was 
averaged. When pertinent, post hoc analysis was carried out using 
Student’s t-test for unpaired samples. Differences were considered 
statistically significant when p<0.05. 
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3.4 RESULTS 
 
3.4.1. Track-tracer labeling of the Pa5 
 
 Three different regions of the paratrigeminal nucleus displayed 
fluorescent immuno-labeling after biocytin neuronal tract-tracer 
microinjections to  the facial, median or sciatic nerves of 9 nanimals 
following post tract-tracer administration survival periods were 48, 96 or 
240 hours, respective to the injected nerves. Biocytin application to the 
facial nerve of 3 animals produced bilateral labeling of a 160 Fm segment 
of the rostral paratrigeminal nucleus of each animal ranging from 
0.71±0.04 to 0.87±0.04 mm, rostral to the calamus scriptorium (CS). 
Median and sciatic nerve injections also produced bilateral 
paratrigeminal nucleus labeling that covered two distinct 120Fm sections 
of the nucleus, ranging from 0.34±0.02 to 0.46±0.02 mm or 0.09±0.02 to 
0.21±0.02, respectively.  Thus, the  median nerve produced labeling was 
caudal to that produced by facial nerve injections and rostral to that of 
sciatic nerve tract-tracer application (Fig 2A). The total biocytin staining 
densities for biocytin injections to the ipsilateral paratrigeminal nucleus 
to the tact-tracer injection site were  9.6±0.4 x 102 arbitrary units (AU) 
for facial nerve and 1.9±0.2 x 102 or 1.6±0.0 x 102  AU for median nerve 
or sciatic nerve injections, whereas the contralateral nucleus showed 
density readings of 4.2±0.0, 4.9±0.3 and 4.0±0.0 AU for facial, medial and 
sciatic nerves respectively (Fig. 2B).   Thus, facial nerve injections 
produced 4.3±0.2 fold higher total labeling density in the ipsilateral 
paratrigeminal nucleus to the tract-tracer application while the the 
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median and sciatic nerve biocytin injections produced 3.2±0.1 and 
2.7±0.0 fold higher labeling densities on the contralateral paratrigeminal 
than in the nucleus ipsilateral to the tract-tracer application. 
 
3.4.2. Formalin test 
 
 Fifty Fl of a 2.5% (v/v) formalin solution, subcutaneously injected 
to the right supra labial facial region, to the plantar regions of the right 
side fore- or hind paws of 9 animals (3 animals per group), produced 
focused pain related activity comprising orofacial grooming and lip 
licking, in the case of facial injections, or paw licking and paw jerk 
events, in the case of forepaw or hind paw plantar injections (Fig 3). The 
pain focused behavior (measured in seconds) and the paw jerk events 
presented typical biphasic pattern with peaks at 5 and 25-40 minutes 
(Fig 03), as previously described [1,60]. Animals that received facial 
formalin injections spent more time (662±30 seconds) in pain focused 
behaviors than  forepaw (567±21 s, p< 0.05) and hind paw ( 473±8 s, p< 
0.05) formalin treated rats (p<0.05). In the same one hour observation 
period, the forepaw and hind paw formalin treated animals performed 
336±25 and 287±16 paw jerks respectively.   
3.3. C-Fos expression in the paratrigeminal neurons.  
 In addition to the characteristic behavioral responses formalin 
injections to the facial or paw plantar regions, produced c-Fos nuclear 
protein expression in paratrigeminal neuron nuclei. The expression sites 
were bilateral and topographically distributed in a rostral caudal order. 
C-Fos expressing neuron nuclei, resulting from facial formalin injections, 
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were found in a 160F span (from 0.69±0.04 to 0.85±0.04 mm rostral to 
CS. Forepaw and hind paw plantar formalin injections produced c-Fos 
protein expression in in distinct 120 Fm paratrigeminal segments 
ranging from 0.28±0.00 to 0.40±0.00 or 0.07±0.02 to 0.19±0.02 mm 
rostral to CS, respectively (Fig. 4). The total labeled nuclei counts in the 
ipsilateral paratrigeminal nucleus referenced to the tract-tracer injection 
sites were 111±5, 28±4 and 37±6 units while in the contralateral nucleus 
the counts were 38±3, 58±3 and 63±2 units for the facial, brachial and 
sciatic nerve biocytin injections, respectively (Fig. 4). Total density, 
estimated as the average labeling density multiplied by the number of 
labeled nuclei was 82±1, 11±0 and 13±0  x 104 AU in the ipsilateral 
paratigeminal nucleus and 19±1, 34±1 and 36±0 x 104 AU for facial, 
median and sciatic nerve tract-tracer injections respectively (Figure 4).  
The ipsilateral paratrigeminal nucleus to the facial formalin application 
displayed a 2.9±0.1 fold number of c-Fos expressing neuron nuclei  and a 
2.1±0.2 fold higher total density than the contralateral nucleus to the 
formalin application. Fore and hindpaw formalin injected rats on the 
other hand produced 1.7±0.3 and 1.7±0.3 fold neuron counts and 
3.2±0.1 or 2.7±0 fold higher total density readings on contralateral than 
on the ipsilateral paratrigeminal nucleus with respect to the formalin 
application side.  
 Control animals that were similarly handled but did not receive 
formalin injections did not present any evidence of c-fos gene expression 
in any of the paratrigeminal nucleus sections.  
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3.4.4. Biocytin and c-Fos labeling of the paratrigeminal nucleus 
 
 Figure 5 illustrates the topographic distribution and relative 
intensities of biocytin fluorescent labeling and that of c-Fos protein 
expression in the paratrigeminal nucleus. A schematic representation of 
the paratrigeminal nucleus showing sciatic, median and facial nerve 
input sites derived from biocytin labeling produced by the tract-tracer 
injections in the respective nerves, the regions to which these 
paratrigeminal areas project is depicted (Fig. 5A). Biocytin labeling 
whether injected in the sciatic, median or facial nerves showed 
overlapping with c-Fos protein expression caused by formalin  injected in 
the hind paw, forepaw plantar or the facial regions, respectively (Fig 5B). 
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3.5 DISCUSSION 
The present findings describe aspects of the supra spinal 
organization relative to peripheral nervous system nociceptive inputs to 
from hind paw, forepaw plantar regions  and the supra labial facial 
region of the rat. Neuronal tract-tracer application to the respective 
peripheral nerves reveled a caudal-rostral topographic disposition of 
sciatic, median and facial nerve inputs to the paratrigeminal nucleus. On 
the other hand, nociceptive stimulation of the fore- and hind paw plantar 
and facial regions produced neuronal activation in paratrigeminal 
segments that overlapped the respective input sites of the median, 
sciatic and facial nerves, establishing a clear association of these 
neuronal pathways with processing nociceptive inputs in the brain.  
 Notwithstanding the wealth of information that associates 
nociceptive  stimulation of innervation fields of the different trigeminal 
nerve branches to c-Fos protein expression in the paratrigeminal 
nucleus [7, 25, 44, 45, 50], others reported that nociceptive chemical 
stimulation of the urinary bladder produced c-Fos labeling of the 
paratrigeminal nucleus neuron nuclei [11],  suggesting that lumbar 
spinal nerves may input to the nucleus. Additional indications that the 
phenomenon is not restricted to orofacial nociceptive inputs came from 
experiments involving the electrostimulation of the sciatic nerve and 
evaluation of the somatosensory response in animals with 
neurochemical lesion, synaptic transmission blockade [14, 63] or 
neurotransmitter  receptor blockade [33] of the paratrigeminal nucleus. 
But, the demonstration of segmented caudal-rostrally oriented 
paratrigeminal neuron activation by nociceptive stimulation of the fore- 
and hind paw plantar regions or the supra labial facial region brings on a 
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new dimension to the participation of this lower brain stem structure in 
the processing of nociceptive stimuli from different innervation fields.  
 The anatomical description of respective sensory neural inputs to 
the paratrigeminal nucleus evolved in a somewhat independent manner 
from that of the functional correlates of nociceptive information 
processing by the structure. Mostly in the early eighties, neuronal tract-
tracer studies established the main paratrigeminal nucleus inputs as to 
be those from the trigeminal [24, 38, 39, 47, 48], glossopharyngeal and 
vagus nerves [18]. Only recently however, a biocytin neuronal tract-
tracer investigation reveled sciatic innervation field input to the 
paratrigeminal nucleus [2].  The present findings demonstrating facial 
and median nerve, and confirming sciatic inputs to the paratrigeminal 
nucleus not only expand the number of peripheral nerves known to have 
paratrigeminal projections but offer a framework for a novel concept on 
the many facets of the somatosensory input to the medulla. The biocytin-
labeled fibers, in the case of median and sciatic nerve tract-tracer 
applications, delimit a dorsal column-paratrigeminal pathway [2] that is 
apparently associated with the integration of noxious stimulation to 
cardiorespiratory and other visceral reflexes. Not only are the inputs of 
the investigated nerves organized in a rostro-caudal direction according 
to the anatomical disposition of the respective innervation fields but the 
somatosensory inputs are relayed to distinct medullary and pontine 
structures associated with the control of visceral reflexes. Paratrigeminal 
projections originating from the sciatic and median nerve input sites 
relay to the caudal [2] and rostral (unpublished observations) of the 
lateral reticular nucleus, respectively. The paratrigeminal facial nerve 
input site projects to the rostral RVLM region. Considering that the 
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trigeminal temporomandibular region nociceptive inputs to a 
paratrigeminal nucleus area that relays to the parabrachial nuclei [63] it 
becomes clear that the distribution of the paratrigeminal inputs is also 
segmented in a manner that follows the rostral-caudal topographic 
representation of the respective innervation fields. 
These medullary and pontine structures to which the 
paratrigeminal nucleus relays inputs from the different peripheral nerves 
are associated with the modulation of nociception and integration of 
visceral reflexes among other functions. The lateral reticular nucleus is 
known to be involved in the inhibition of noxious stimulation [37, 54] 
and in particular of the hind paw plantar regions [27], locomotor [21,58] 
and respiratory [21] control in addition to cardiovascular reflexes [59]. 
The RVLM is a constituent of the baroreflex circuit [19, 30] while the 
Botzinger complex (previously known as the dorsal part of the RVLM) is 
related to respiratory rhythm generation [23]. The RVLM also has 
projections to the periaqueductal gray (PAG) and to the thalamus [16] 
indicating integration of cardiorespiratory functions and nociception or 
nocifensive behaviors apart from a purported role in thermoregulation 
[13]. The parabrachial nuclei are involved in temporomandibular joint 
nociception [62] and, via the spinal-parabrachial pathway, in acute bone 
nociception [61].  The reciprocal parabrachial nuclei connections with 
the cardiovascular regions of the nucleus of the solitary tract (NTS) [31] 
highlight the cardiorespiratory functions of the nuclei [35] while the 
parabrachial projections to the lateral hypothalamus represent a cold 
defense thermoregulatory pathway [43]. Among the projection areas of 
the paratrigeminal nucleus [15] the caudal NTS represents the main  
input site for baroreceptor and chemoreceptor afferents [19, 30]. Another 
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projection site of the paratrigeminal nucleus, the ambiguous nucleus 
controls heart rate by regulating atrioventricular conduction [40]. The 
extreme rostral potion of the paratrigeminal nucleus projects to the 
ventral posteromedial thalamic nucleus (VPM) that has a clear 
association with nociception processing, being part of the dorsal column 
nociceptive pathway [42, 29, 46]. Interestingly, the paratrigeminal 
nucleus itself has well a defined participation in the baroreflex response 
and in blood pressure regulation [36, 55, 56] and in the mediation of the 
somatosensory response to sciatic nerve stimulation [14], may also be 
understood as a site of integration of nociceptive and cardiovascular 
inputs. 
 Regarding the paratrigeminal nociceptive pathway a question arises 
as to what extent is it related to “perceived nociception” or to what could 
be considered as pain in this particular experimental model. 
Notwithstanding that the paratrigeminal nociception processing is 
apparently solely related to the integration of nociception and visceral 
responses, some  findings may suggest differently. Firstly, paratrigeminal 
lesions differentially altered nocifensive responses to hind paw chemical 
or mechanical stimulation [34] suggesting that the paratrigeminal/lateral 
reticular nucleus loop [2] has descending influence on nocifensive 
behaviors[34]. But the paratrigeminal projections to the parabrachial 
nuclei and to the VPM do suggest a higher level interaction with the 
dorsal spinal-parabrachial and dorsal column thalamic pain processing 
neuronal pathways [42]. Also, the RVLM projections to the thalamus and 
PAG [16] indicate possible paratrigeminal nucleus interaction with pain 
processing circuits. 
Another point worthy of discussion bears on the type of fibers or 
Discussion - Resultados – Artigo 02 
 
 
 
43 
nociceptors [5, 28] involved in conveying the signaling of the noxious 
stimulation to the lowered brain stem. Since the paratrigeminal pathway 
is apparently related the integration of visceral reflex responses it follows 
that the nerve fiber type are not necessarily as those [52] active in the 
formalin test produced nocifensive behavioral responses. Apparently the 
biocytin tract-tracer used in this study is not taken up by myelinated 
nerve fibers (A-δ fibers) and thus in periferal nerves would exclusively 
label the non myelinated c-fibers. However, the nerve fibers, involved in 
the sciatic nerve somatosensory response  are  not capsaicin-sensitive 
since the vaniloid receptor targeting agent, wether on adult or perinatal 
administration, did not reduce the somatosensory response produced by 
sciatic nerve stimulation [14]. Rather, the arterial blood pressure 
increase to the sciatic nerve stimulation was enhanced by capsaicin 
pretreatment [14]. On the other hand, capsaicin administration caused 
electron dense signs of neural degeneration of spinal trigeminal tract Aδ 
nerve fibers but not of identifiable C fibers [36]. Hence, as previously 
proposed, the presently described neuronal pathways would rely on 
high-threshold C fibers [3, 22, 24, 47, 53]. These  biocytin labeled fibers 
thus delineate a dorsal column (in the case of the spinal nerves)-
paratrigeminal nociceptive pathway that distributes to medullary 
structures associated the control of visceral reflexes. The segmented 
organization of visceral responses would allow for differential managing 
of cardiorespiratory and other reflexes adjusted to the compromised 
nociceptive innervation field.    
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6 FIGURES 
 
 
1 mm  
 
 
Figure 1. Section of the caudal lower brain stem showing the 
paratrigeminal nucleus (Pa5) embedded in the dorsal spinal trigeminal tract 
(sp5). The section is at approximately 0.6 mm rostral to the calamus 
scriptorium and portrays the rostral caudal region of the Pa5 and the 
caudal interpolar region of the spinal trigeminal nucleus (Sp5I). On the 
same section the nucleus tractus solitarius (NTS) and the caudal lateral 
reticular nucleus (LRt) may be identified. The latter structures (NTS and 
LRt) are among those that receive efferent projections from the Pa5. 
Abreviations: 4V, fourth cerebral ventricle; Ecu, external cuneate nucleus; 
py, pyramids.  The image is a composite of 7 micrographs.  
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Figure 2. Immunofluorescent labeling of paratrigeminal nucleus produced 
by biocytin tract-tracer microinjections to the facial, median and sciatic 
nerves (A) and relative labeling densities of ipsilateral and contralateral 
paratrigeminal nucleus to the tract-tracer application site (B). The highest 
intensity labeling was observed in the ipsilateral side of the facial nerve 
tract-tracer application followed by that of the contralateral sides to the 
fore- and hind paw applications of the median and sciatic nerve 
respectively. Scale bar 100 Fm.  
* Significantly larger than respective contralateral or ipsilateral side (p< 
0.05). 
Considerações 
 
 
 
57 
0
25
50
0
50
100
150
formalin 2.5%  s.c.
pa
w
 
jer
ks
/ e
vn
et
s
pa
in
 
fo
cu
se
d 
a
ct
ivi
ty
/s
5 10 15 20 30 40 50 60
minutes
face
forepaw
hind paw
A
B
B
 
 
Figure 3. Influence of formalin (formalin test) injections in the rat facial and 
plantar fore- and hind paw regions. Time-course of focused pain-related 
activity (A) and number of paw-jerks (B) evaluated at every 5 minutes over a 
60 minute observation period after a 50 Fl injection of a 2.5% formalin. 
Values are means ± SEM of three experiments.  
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Figure 4. c-Fos-like immunostainng of paratrigeminal nucleus. 
Formalin administration to facial and fore- or hind paw plantar 
regions of Wistar rats produced intense labeling of paratrigeminal 
neuron nuclei (pannels to the left). The number of labeled neuron 
nuclei (left histogram column) was significantly larger in the Pa5 
ipsilateral to the facial region after formalin application, while formalin 
administration to the forepaw hind paw produced a larger number of 
labeled nuclei in the contralateral Pa5. The average labeling density of 
the neuron nuclei was significantly higher in the ipsilateral side of 
facial region formalin treated animals and in the contralateral side of 
fore- or hind paw formalin-treated aniamls (middle column). The total 
density readings (average density multiplied by neuron count) showed 
significantly different readings between ipsi and contralateral sides to 
the formalin application. 
*Differs significantly from respective contralateral or ipsilateral side 
(p< 0.05). 
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Figure 5.  Topographic distribution of nociceptive inputs from the facial, 
median and sciatic nerve to the paratrigeminal nucleus. (A) Diagram of the 
paratrigeminal nucleus showing nerve inputs (grey areas) and regions that 
originate projections to the nucleus of the solitary tract (NTS), lateral 
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reticular nucleus (LRt), ambiguos nucleus (Amb), rostroventral lateral 
medulla (RVLM), Botzinger complex (Bot C) parabrachial nuclei (PB) and the 
ventral posteromedial thalamic nucleus (VPM) [12]. (B) Topographical 
distribution of sciatic, median and facial nerve inputs as fluorescent biocitin 
nerve staining and c-Fos nuclear protein immunostaining resulting from 50 
Fl 2.5% formalin injections into the hind paw, forepaw plantear regions and 
the supra labial facial region of the rat on the ipsilateral (upper panel) and 
contralateral (lower panel) of the tract-tracer or stimilus application. The 
antero-posterior (A-P) positions of cFos and biocytin immunolabeleling  
referenced to the calamus scriptorium (CS) carrying a 40 Fm uncertainty. 
aAlioto et al 2008 [1]; bAlioto and Lindsey (not published); cArvidsson and 
Thomander, 1984 [3]. 
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4 CONSIDERAÇÕES 
 
 
 
As investigações com neurotraçadores injetados nos nervos 
ciático, mediano e facial mostraram aferências sensitivas ao núcleo 
paratrigeminal de forma bilateral, entretanto com maior densidade 
do lado contralateral aos nervos ciático e mediano injetados. Por 
outro lado, a marcação produzida pelo nervo facial foi mais intensa 
do lado ipsilateral. Este resultado está de acordo com o cruzamento 
das fibras nervosas aferentes espinhais e o esperado pelas fibras 
dos pares cranianos. A aplicação do estímulo nociceptivo sustentado 
(teste de formalina) nos respectivos campos de inervação dos 
nervos ciático, mediano e facial provocou nos animais experimentais 
comportamentos característicos de dor focada (exemplo: lambidas 
na região de aplicação do estímulo) e comportamentos não focados 
na dor (exemplo: sacudidas de cabeça no caso de estímulos na 
região das patas) conforme amplamente discutido (Shields et al., 
2010; Tjölsen et al., 1992;  Abbadie et al., 1997). A vinculação das 
vias por nós investigadas com nocicepção é clara pela expressão da 
proteína intranuclear c-Fos nas regiões paratrigeminais 
correspondentes aos respectivos sítios de inervação. A intensidade 
de estimulação de c-Fos e o número de neurônios estimulados nos 
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segmentos bilaterais homólogos do núcleo foram, em todas as 
situações, diretamente proporcionais à densidade das aferências dos 
campos de inervação dos respectivos nervos. Uma vez que o núcleo 
paratrigeminal não possui conexão alguma conhecida com a via 
espinotalâmica, esta relacionada à dor, podemos inferir que a via 
associada ao núcleo paratrigeminal represente uma outra via de 
processamento da nocicepção. Em contraposição à via 
espinotalâmica, as fibras aferentes de dor e sensibilidade térmica, 
cujo o neurônio de segunda ordem ascende pelo funículo 
ventrolateral contralateral da medula espinhal e faz sinapse com o 
neurônio de terceira ordem no tálamo a via nociceptiva por nós 
descrita ascende predominantemente pelo trato piramidal e 
fascículos grácil e cuneiforme na instância das aferências do nervo 
ciático fazendo sinapse com o neurônio de terceira ordem no núcleo 
paratrigeminal, compartilhando pelo menos em parte a via coluna 
dorsal-talâmica que tem em seu trajeto o núcleo grácil e cuneato 
(Miki et al., 2000; Qin et al., 2010).   
Esta diferença de vias aparentemente também ocorre nos 
nervos cranianos. O nervo trigêmeo tem o seu segundo neurônio no 
núcleo trigeminal espinhal (Yamazaki et al., 2008) e seu terceiro 
neurônio no núcleo ventro póstero lateral tálamo (VPL), enquanto o 
nervo facial teria seu segundo neurônio na região caudal pontina 
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(Arvidsson e Thomander, 1984), na região do núcleo geniculado, e 
à semelhança do nervo trigêmeo, tem seu terceiro neurônio no 
tálamo. Por outro lado as vias por nós estudadas, com o uso do 
neurotraçador biocitina, teriam o seu terceiro neurônio no núcleo 
paratrigeminal. A vias do trigêmeo e nervo facial teriam as suas 
raizes nas secções cervicais altas da medula espinhal, fazendo 
sinapse no núcleo espinhal lateral e daí  ascendendo pelo fascículo 
grácil para atingir o núcleo paratrigeminal. Porém a maior diferença 
entre as vias nociceptivas espinotalâmica e a coluna dorsal-
talâmica, a via aqui estudada, está na localização do quarto 
neurônio.    
Nossos achados mostram que no caso do nervo ciático e 
mediano os neurônios de terceira ordem estariam localizados no 
núcleo reticular lateral (LRt), para o nervo facial o neurônio de 
terceira ordem estaria no núcleo rostro ventrolateral da medula 
(RVLM), enquanto para o nervo trigêmeo, estaria localizado nos 
núcleos parabraquiais, conforme sugerido por outros autores 
(Yamazaki et al., 2008; Alioto e Lindsey, não publicado). 
Interessantemente, a disposição topográfica das regiões de 
aporte ao núcleo paratrigeminal seguiu  ordenação topográfica no 
sentido rostro-caudal dos nervos estudados, independente de serem 
cranianos ou espinhais. Este conceito ganha força por dados 
Considerações 
 
 
 
65 
recentes (Alioto e Lindsey, não publicado) que mostraram projeções 
do nervo trigêmeo (V) rostrais àquelas do nervo facial (VII). Assim, 
as projeções das fibras dos nervos ciático e mediano se localizaram 
na região caudal do núcleo paratrigeminal que originam projeções 
para o núcleo reticular lateral (LRt), enquanto as aferências do 
nervo facial caíram na região médio rostral do núcleo que origina 
projeções para a região do núcleo rostro ventrolateral da medula 
(RVLM) e a dos ramos do nervo trigêmeo cairiam na região do 
núcleo paratrigeminal que projeta para os núcleos parabraquiais 
(Alioto e Lindsey, não publicado). No caso dos nervos ciático, 
mediano e facial foi possível, ao confirmar estas projeções, localizar 
os neurônios de terceira ordem destas vias nociceptivas. Ainda, 
outros (Yamazaki et al., 2008) mostraram que neurônios 
paratrigeminais que respondem a estímulo nociceptivo na região da 
articulação têmporo-mandibular originam projeções para os núcleos 
parabraquiais (PB). Estes achados originais relevantes à organização 
do processamento das informações nociceptivas das regiões da face 
e patas, trazem uma nova dimensão ao entendimento da integração 
da sensibilidade nociceptiva aos circuitos neuronais relacionados aos 
reflexos viscerais do bulbo e ponte. Os núcleos parabraquiais são 
associados funcionalmente ao controle cardiovascular simpático 
(Dampney, 1994; Lara et al., 1994), termoregulatório (Nakamura e 
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Morrison, 2008) e nocicepção (Yamazaki et al., 2008) que 
estabelecem conexões recíprocas com a parte caudal do núcleo do 
trato solitário (NTS; Feil and Herbert; 1995). Esta  região está 
associada funcionalmente ao controle cardiovascular (Dampney, 
1994; Urbanski and Sapru, 1988; Miura and Reis, 1972) e recebe 
projeções do núcleo paratrigeminal rostral (Figura 04). A região 
interpolar paratrigeminal que recebe aferências das fibras do nervo 
facial origina projeções ao RVLM e ao complexo de Botzinger, 
estruturas estas que controlam o tônus simpático, vascular incluindo 
o barorreflexo (Karemaker and Wesseling, 2008; Dampney, 1994) e 
o rítmo respiratório (Feldman and Del Negro, 2006; Smith et al., 
1991). Ainda, a região anterior caudal do núcleo paratrigeminal 
origina projeções para o núcleo reticular lateral (LRt). Esta estrutura 
do bulbo ventrolateral tem funções relacionadas aos reflexos 
cardiovasculares (Thomas et al., 1977), respiratórios (Tian, 1995; 
Ezure and Tanaka, 1997) e nocicepção (Sotgiu, 1990; Janss and 
Geb-hart, 1988; Liu et al., 1989).  A extremidade caudal do nucleo 
paratrigeminal, por sua vez, origina projeções para trato solitario 
(sol) na região do NTS intermédio e caudal (Figura 04; Caous et al, 
2001). O NTS caudal está envolvido com a mediação dos reflexos 
cardiovasculares (barorreflexo, quimiorreflexo, reflexo 
cardiopulmonar) e respiratórios (Guyenete, 2006; Balan et a., 
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2004; Ciriello et al., 1993), nocicepção (Ma et al., 2005) entre 
outros. A integração de aferências nociceptivas aos sistemas 
reflexivos vicerais e principalmente aos cardiorespiratórios fica 
reforçada se tormarmos em consideração que o núcleo 
paratrigeminal seria sítio de aporte de fibras de barorreceptores 
carotídeos (Blessing e Nalivaiko, 1999).  
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Figura 04. Diagrama evidenciando a inserção do núcleo paratrigeminal (PA5) no circuito 
do barorreflexo e quimiorreflexo neuronal. De acordo com o modelo atualmente aceito 
para o circuito do barorreflexo, a entrada dos barorreceptores ao núcleo do trato solitary 
(NTS) é repassado para a medula caudal ventrolateral (CVLM) que inibe os neurônios 
localizados no núcleo rostro ventrolateral da medula (RVLM) causando a diminuição da 
estimulação dos neurônios pré-motores simpáticos da coluna espinhal intermédia lateral 
(IML) e assim diminuindo o tônus simpático. Projeções do NTS ao núcleo ambíguo (Amb) 
promove a diminuição da taxa de batimento cardíaco. O esquema também mostra 
projeções do NTS para o núcleo parabraquial (PB). O PA5 recebe aferências do corpo 
carotídeo e dos barorreceptores do seio carotídeo e projeta para todos os elementos-
chave do circuito do barorreflexo e quimiorreflexo (NTS, RVLM, Amb e PB). Assim, o Pa5 
projetaria diretamente ao complexo respiratório (grupo caudo ventral respiratório, 
cVRG; rostro ventral respiratório, rVRG; complexo de Botzinger, BotzC e pré-Botzinger, 
pre-BotzC) ou diretamente para o BotzC (Figura adaptada de Caous et al., 2001 e Souza 
et al., não publicado). 
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 Outra questão que suscita interesse é a intensa expressão da 
proteína c-Fos causada pela injeção de salina nas regiões facial e 
plantares das patas dianteiras e traseiras do rato, indicando 
ativação dos neurônios paratrigeminais em campos estritamente 
coincidentes aos de ativação de c-Fos causada pela formalina. O 
número de neurônios com expressão de c-Fos após a salina foi em 
média 71% do número de neurônios que expressaram c-Fos 
provocada pela aplicação de formalina, variando de 80% no caso do 
lado contralateral a injeção do neurotraçador na pata dianteira ao 
nervo mediano a 60% no caso da injeção ipsilateral na pata traseira 
ao nervo ciático injetado. A intensidade média dos núcleos 
neuronais marcados em função da injeção de salina variariou entre 
87% e 55% da intensidade média produzidas pela aplicação da 
formalina. A maior relação foi computado para a região facial e a 
menor para a pata traseira contralateral, respectivamente. Este 
resultado, para nós surpreendente, coloca em discussão o valor 
heurístico do teste de formalina, pois aparentemente, isto é 
considerando como desprezível o efeito do volume de líquido 
isotônico injetado, a estimulação da proteína c-Fos nos neurônios do 
núcleo paratrigeminal se deveria mais à picada da agulha por 
ocasião da administração do que propriamente ao efeito do agente 
químico aplicado.  
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 Em resumo, os achados aqui discutidos nos faz vislumbrar 
uma organização diversa das aferências nociceptivas associadas ao 
controle dos reflexos viscerais, cujas fibras nervosas tem nos 
fascículos grácil e cuneiforme o trato de acesso ao bulbo, daquela 
descrita para a dor que tem como substratos a via espinotalâmica e 
a via coluna dorsal-talâmica e suas respectivas projeções corticais.  
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5 CONCLUSÕES 
 
 
5.1 Os presentes resultados demonstram aportes espinhais oriundos 
do campo de inervação do nervo ciático e mediano assim como 
fibras do VII par craniano ao núcleo paratrigeminal, dispostos de 
forma topograficamente organizada. 
 
5.1.1 Estes achados não só apontam uma expansão do número 
de nervos periféricos conhecidos com projeções ao Pa5 como 
também oferecem um novo conceito das facetas relacionadas ao 
aporte somatossensório. 
 
5.2  Assim, os achados também apontam uma organização diversa 
das aferências nociceptivas associadas ao controle dos reflexos 
viscerais daquela descrita para a nocicepção, que tem como 
substrato a via espinotalâmica (laminas I, II e V) e suas projeções 
corticais ou então da via coluna dorsal-talâmica a qual tem 
passagem pelo núcleo cuneato externo. 
 
5.2.1 Portanto, as fibras marcadas com biocitina delimitam uma 
via coluna dorsal-paratrigeminal sendo esta, associada à 
integração do processamento da nocicepção. Esta via apresenta 
Conclusões 
 
 
 
72 
uma topografia anatômica disposta no sentido caudo-rostral de 
acordo com as regiões de inervação. 
 
5.3 A expressão da proteína c-Fos, causada pela aplicação de 
estímulo nociceptivo nos campos de inervação dos nervos facial, 
mediano e ciático ao núcleo paratrigeminal, foi exatamente 
sobreposta às áreas de projeções dos diferentes nervos, 
configurando plenamente a natureza funcional nociceptiva destas 
vias nervosas. 
 
5.4 O manejo dos reflexos viscerais associados  a nocicepção dos 
campos de inervação estudados é segmentado, visto pelas 
projeções do próprio Pa5 a estruturas bulbares (LRt caudal, rostral e 
RVLM respectivamente), e pontinas (PB), no caso do nervo 
trigêmeo. Estas estruturas estão intimamente associadas aos 
reflexos cardiorespiratórios e resposta à nocicepção. 
  
5.5 As vias neuronais e as estruturas mediando os reflexos 
viscerais aos estímulos nociceptivos estão de acordo com a 
disposição topográfica rostro-caudal dos diferentes campos de 
inervação. 
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5.5.1 Assim, estes circuitos reflexos são anatomicamente 
diferenciados e independentes, tendo o quarto neurônio 
localizado em estruturas distintas, promovendo respostas 
diferenciadas conforme o estímulo e o campo de inervação 
afetado. 
Finalizo, mostrando que esta via nociceptiva paratrigeminal pode 
integrar os estímulos nociceptivos à ativação dos reflexos 
viscerais diferenciados para os distintos campos de inervação, 
propiciando respostas seletivas conforme o estímulo e a região 
corpórea agredida. 
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ABSTRACT 
 
Investigations show the paratrigeminal nucleus (Pa5) as an input 
site for sensory information from the facial, median and sciatic 
nerves fields. This study aimed at determining the facial, median 
and sciatic nerve projections to the dorsal lateral medulla and 
compared the topographical distribution of the input sites of these 
nerves to that of nuclear c-Fos protein expression produced by 
nociceptive stimulation applied to regions of their respective 
innervation field. Different regions of the paratrigeminal nucleus 
displayed fluorescent immunolabeling of biocytin that was 
microinjected in the facial, median or sciatic nerves, respectively 
48, 96 or 240 hours of post administration survival periods. The 
highest intensity labeling was observed in the ipsilateral side of the 
facial nerve tract-tracer application followed by that of the 
contralateral sides to the fore- and hind paw applications to the 
median and sciatic nerve respectively. The lateral reticular nucleus 
showed fluorescent labeled terminal fibers on day 12 and 14, after 
tracer injection to contralateral sciatic nerve. Saline injections to the 
hind paw, forepaw and facial, forepaw and hind paw regions labeled 
paratrigeminal neurons following identical topographical distribution 
to that of formalin administration to the respective orofacial and 
plantar regions however the number of labeled neurons was 80 and 
70%, of that caused by forepaw and hind paw formalin applications, 
respectively. Therefore, the paratrigeminal nucleus may be 
considered one of the first sites in the brain for sensory/nociceptive 
inputs from the sciatic, median and facial nerves. Also, the findings 
include the paratrigeminal nucleus in the neural pathway of the 
somatosympathetic pressor response to SNS and nocifensive 
responses to hind paw, forepaw and facial stimulation. 
 
